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! 中 国 科学 院 动物 研究 所 计划 生育 生殖 生物 学 国家 重点 实验 室 北京 100980) 
AIRE 本 文采 用 子宫 内 注射 和 媳 胎 与 子宫 上 皮 细胞 在 体外 共 培 养 的 方法 ， 研 究 几 种 重 所 
酶 抑制 剂 对 小 鼠 胚 胎 着 床 的 影响 。 实 验 结果 显示 ， 和 和 白 酶 抑制 剂 STIL EACA 和 NPGB 均 能 
GF RMETAA RBA: STI 和 EACA 能 有 效 地 抑制 胚 泡 在 子 官 上 皮 细 胞 单 层 上 的 扩 
Fe. ii NPGB 对 胚 泡 在 子宫 上 皮 细胞 单 屋 上 的 粘 附 和 扩展 均 有 显著 的 抑制 作用 。 以 上 结果 说 
明 、 小 鼠 胚 胎 着 床 过 程 中 胰 蛋 白 醉 及 纤 溶 酶 原 激活 因子 等 水 解 重 白 酶 的 活性 起 着 重要 作用 。 
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已 有 不 少 研 究 证 明 蛋 白水 解 酶 的 活性 在 哺乳 动物 的 胚胎 着 床 中 起 着 十 分 重要 的 作用 ， 
如 :， 小 鼠 胚 泡 发 育 至 后 期 ， 胚 泡 胞 质 内 的 驴 蛋 白 酶 样 〈trypsin-like) PREFE AREE 
(chymotrypsin—-like) 物质 的 活性 增强 (Andary 等 ，19727》， 这 些 酶 在 小 鼠 凸 泡 粘 附和 侵 
入 子 言 时 也 是 必需 的 (Mintz, 1972: Pinsker $. 1973). Blackwood 等 (1968) 的 试验 
表明 在 大 鼠 着 床 日 ， 子 官 内 上 述 2 种 酶 的 抑制 剂 显著 减少 。Sherman 等 《1976) 和 
Sappino 等 (1989) 的 试验 证 明了 在 小 鼠 凸 胎 着 床 期 间 ， 有 胚胎 流 养 层 细胞 上 出 现 纤 溶 酶 原 
激活 因子 (plasminogen activator, PA). Danker 等 《1977) RAE RAPA. ESE 
层 细胞 初步 检测 有 肘 链 内 切 酶 (endo-peptidase) 的 活性 。 

蛋白 水 解 酶 在 动物 胚胎 着 床 中 的 作用 一 般 是 通过 研究 蛋白 酶 抑制 剂 对 胚胎 着 床 的 影响 
来 证 明 的 。 本 文采 用 子宫 内 注射 和 胚胎 与 子 官 上 皮 细 胞 单 层 共 培养 的 方法 ， 研 究 了 几 种 量 
白 酶 抑制 对 小 鼠 胚 胎 着 床 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


11 实验 动物 胚 泡 的 收集 

1.1.1 子宫 内 注射 蛋白 酶 拙 制剂 实验 ”选用 体重 25 一 30 g 昆明 品系 的 峻 性 成 年 小 鼠 与 有 
生殖 力 的 雄性 小 鼠 按 1 : ! SE MAR MAHER, VLBA 1 天 。 

L12 蛋白 酶 抑制 剂 对 胚 泡 粘 附和 扩展 的 影响 实验 ”给 每 只 峻 鼠 注 射 SIU PMSG 进行 超 
数 排卵 ，48 h 后 、 注 射 5IU hCG， 随 后 与 雄 妃 合 笼 ， 以 次 日 晨 出 现 阴 栓 为 妊娠 第 1 天 : 
于 妊娠 第 4 天 上 午 冲 洗 子 宫 腔 收集 胚 泡 ， 胚 泡 置 于 37C 、5%CO, 培养 箱 培养 至 脱 透 明 带 
后 ， 随 机 分 配 到 各 实验 组 进行 实验 。 
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1.2 ”培养 液 及 蛋白 酶 抑制 剂 溶液 的 配制 
LII 及 泡 培养 液 的 配制 ”用 Ham’sF- 10(GIBCO 产品 } 补 充 乳酸 钙 2.2、 10 mol’ L, 
FURER 2.1. 10 mol. L, BRS B25 10 ‘mol. L, 0.4% 4A MIR BA CBSA) 和 
RAR HB 40 FIL. L GHA Sigma 产品 ;， 培 养 液 的 PH7.37， 渗 透 压 为 280 mOSM F 
定 上 皮 细 胞 培养 液 与 上 述 有 是 泡 培 养 液 所 不 同 的 是 ， 以 (4% 胎 牛 血 清 ‘(FCS 天 津 血液 所 ， 
代替 BSA. 
122 ARM MACH) «STI (soybean trypsin inhibitor, Sigma 产品 ) 用 胚 泡 培 养 液 洲 
解 成 4 mg ml， 然 后 稀释 至 实验 所 需 深度 

EACA rammoecapraic acid, Sigma 产品 ) 用 胚 泡 培养 液 溶 解 成 132x10 mo L. 
然后 稀释 至 实验 所 需 浓度 

NPGBtnitrophenal- p—guanidine benzoate. Sigma 产品 ,用 二 甲 基 亚 三 (IDMSO. 
Sigma 产品 ) 洲 解 成 10 LU maol “L， 然 后 用 胚 泡 培 养 液 稀释 至 实验 所 需 浓度 。 
1.3 子宫 上 皮 细 胞 单 层 的 制备 

将 妊娠 3 天 的 肉 鼠 处 死 后 取出 子宫 ， 去 除 周 围 的 结缔 组 织 和 脂肪 。 用 Hanks 溶液 清 
洗 子 宫 并 将 其 纵 训 开 ， 内 膜 面 朝 上 平 铺 于 培养 秋 中 ， 加 入 0.5%Trypsin (Sigma 产品 )。 
置 于 4C Chh, NC (0.5 h) 后 ， 将 子宫 组 织 移入 10 ml 的 离心 管内 ， 反 复 吹 打 后 弃 去 
子宫 组织 ， 溶 液 经 000r mn 离心 In min 后 弃 去 上 清 液 ， 底 屁 的 细胞 悬 液 再 加 入 
HumsF- 10 反复 离心 请 挺 3 次 后 ， 将 子宫 上 皮 细 胞 稀释 至 1 > 10" mi 的 细胞 浓度 加 到 
叶 和 孔 培 养 矶 内 ， 置 37C 、5%CO, 上 培养 箱 内 培养 ( 曾 国 庆 等 。1996)。 当 上 皮 细 胞 形成 单 
层 后 放 入 胚 泡 共 培养 时 ， 换 入 ml 含 蛋 白 酶 抑制 剂 的 凸 泡 培养 液 。 
1.4 ”实验 设计 
LAI 子宫 内 注射 蛋白 酶 损 制 剂 对 小 个 凸 泡 着 床 的 影响 实验 ”于 肉 鼠 妊娠 的 第 3 天 下 
午 ， 在 同一 -只 小 鼠 的 左 侧 子 宫 分 别 注射 + Kl 蛋白 酶 抑制 剂 ST mg mj)、EACA{N ~ 
In “mol LL) 或 NPGB(8 “10 ‘mol. 工 | 作为 实验 组 ， 右 侧 子宫 角 注 射 4 jl 凸 泡 培 养 液 作为 
对 限 组 。 受 试 动物 于 好 娠 第 8 天 剖 检 ， 观 察 并 统计 每 仙子 宫 角 着 床 的 肚 胎 数 . 
1.4.2 重 白 酶 抑制 剂 对 小 鼠 是 泡 粘 附和 扩展 的 影响 实验 ”将 钱 化 胚 泡 放 入 24 筷 碟 中 预先 
制备 的 子宫 上 皮 幼 胞 单 层 上 共 培 养 ， 并 分 别 加 入 以 下 蛋白 酶 抑制 剂 ，(a) STOS. 1, 2. 
4 mg/ml): (b) EACAQ. 2, 4. 8 [26 Hmo L) (fc) NPGB(O.S, I, 2. 4- 
10 tmol LI 以 上 3 MAR ASB. IE OO RH, Sab eR AR Rey 
BITC. SCOR PI. BATE OLYMPUS FESR FM ROR 
Reta. AKERS tea Sah AH Sherman 等 ，1987)， 在 粘 附 的 胚 泡 周 转 
扩展 出 初生 滋养 层 细 胞 者 为 扩展 的 凸 泡 ”记录 培养 72 各 组 粘 附 和 扩展 的 胚 泡 数 ， 并 用 t 
检验 方法 计算 各 组 间 的 显著 性 差异 。 

培养 ?2 h 后 .将 上 述 各 实验 组 中 未 粘 附 的 胚 泡 转移 至 不 会 蛋 白 酶 抑制 剂 的 Hant'sF 
-IOI FCS 培养 液 中 ， 继 续 培养 43 h 后 观察 胚 泡 的 粘 附和 扩展 情况 。 


2 结果 


21 子宫 内 注射 重 白 酶 抑制 剂 NPGB、EACA 和 STI 对 小 鼠 胚 泡 着 床 的 影响 
如 表 | 所 示 ， 以 NPGB 处 理 的 子宫 角 、 着 床 轻 胎 数 为 23+ 1.1 (ESD HREF 
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宫 角 着 床 胚胎 数 为 6141413 OF Sb. RR AA AR ARE P< 0.01) 
同样 ， 以 EACA 和 STI HEUTE, ARRADA A 22 = 1b (= SD) 和 3.4 圭 
21) (e+ SDi: HETER. BRR HY 4.3t2.1 (42 SDY 和 61=2.l (x+ 
SD). WPSCRAA AOE RIA ES (P<0.001). 以 上 结果 表明 ， 奸 娠 第 3 
KAUTE AE St ae OH AY NPGB、EACA 或 STI 对 肚 泡 着 床 均 有 明显 的 抑制 作 
用 ， 且 NPGB 对 胚 泡 着 床 的 抑制 作用 比 EACA 和 STI 更 为 显著 。 


RI 子宫 内 一 次 注射 蛋白 酶 抑制 剂 对 小 鼠 胚 泡 着 床 的 影响 


Tab. Effects of single injection of proteinase inhibitors on blastocysts implantation 
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a SIl Hamsi m 34 2 e124 zonl 


te 
ta 


= ARMA STIL EACA 和 NPGB 对 小 鼠 胚 泡 粘 附 和 扩展 的 影响 

表 2 显示 胚 泡 的 扩展 罕 随 STL 浓度 的 升 高 而 降低 ， 当 STI 为 1 mg/m j. MAR 
EBA “80.2041， 与 对 照 组 (网 b AD 的 扩展 率 192 1") 相 比 有 显著 差异 
(POOS 当 浓 度 为 +4 me ml at, Pea RRE ?2 5"。。 与 村 照 组 相 比 差异 极 显 
È (P<00nl)。 由 此 可 见 、 在 体外 共 培 养 条 性 下 ，ST1 对 胚 泡 的 扩展 有 明显 的 抑制 作用 
且 具 剂量 依赖 性 . 但 STI 对 肘 泡 在 子宫 上 皮 细 胞 单 屋 上 的 粘 附 却 没 有 抑制 作用 。 
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Tig 1 Effect ot protease intobiturs on tachment and outgrowth of hatched blastocysts 
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nn mouse uterme cpitheha cell monolayer 
1) EREA Mee Be 7. RHE Ai cde bs 细胞 头头 所 琶洲 展 ( -200 
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(Attar co cultured 72 hous, maroon espenimenr Eonp NPUH tft show neither attachment oor putgrowthfe 


5 ST] 实验 组 相似 ，E.ACA SORIA E LS LRA LA Re A HA 
作用 且 具 剂量 依赖 性 .培养 液 中 含有 2 41mol 上 的 EACA 时. MAYER 
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(79.0%) 与 对 照 组 的 扩展 率 (94.8%* )， 相 比 有 显著 差异 (P<0.05). 4 EACA 浓度 增 至 
12 “10 mol/ L 时， 扩展 率 降 至 10.6%， 与 对 有 昭 组 相 比 差异 极 显 著 (P<0.001) ( 表 3)。 


表 2 STI WAH MYT RAI 
Tab.2 Effects of STI on blastocysts attachment and outgrowh 








STC AA RELL HERU a) FRRO 
img ml) (个 ) (t+ SD) (z+ SDI | 
对 照 97 O8 5= 3.] a2 1455 
{Ls 11] Go1+48 so.a+74 
I 126 941432 KO.2+ 54° 
2 134 AF R421 FERtHB : 
4 121 94h 上 4 了 725=65S 


* ”与 对 朋 组 比较 有 显著 差异 P<005 (Significantly different compared with contro] group): 
>> BARRA REE P< 001 (Sienificantly different compared with control group); 
* <* + ”与 对 照 组 比较 有 极 显 著 差 异 P<0.001 (Significantly diferent compared with control group!. 


RI EACA 对 胚 泡 粘 附和 扩展 的 影响 
Tab.3 Effects of STL on blastocysts attachment and outgrowth 





EACA WE HRP EL HRR a) 扩展 率 (%) 
(mol /1L) {个 】 (f= SD ‘i 二 SD) 
对 照 LIR 96.42 3.2 9484+09 
Lx 1a? HIT 94 R= 5.3 887-31 
Zein? {24 94.4448 Wotoy? 
dene? 116 97813,9 SO ] 土 48 
8 «107 120 943=6.7 at ig es 
120197 121 950-44 W6to04"** 


* “与 对 照 组 比较 有 显著 差异 P<0 05 (Sigmficantly different compared with control grouph 
==> 与 对 限 组 比较 有 极 显 著 差 异 P<0 001 (Significantly different compared with control groupl; 





4 NPGB 对 胚 泡 粘 附和 扩展 的 影响 本 
Tab.4 Effects of NPGB on blastocysts attachment and outgrowth 
NPGB 浓度 GigE Pcie AA FREI 
fmol, L) (个 ) lit SD) (G tSD) 
at Ha 93 O7 1241 93.6 二 7.6 
D.5 x10 ° 106 ud t 44 82.9+7.2 
1-104 105 76 昌 荆 S2 35.3 二 3.2 
2 :10 106 13.6429°"* 2.4-29°°° 
4-107 107 0 0 


* SAA RA SEH P< 005 (Significantly different compared with control grouph | 
=.= 与 对 照 组 比较 有 极 显著 差异 P<0n0] (Significantly different compared with control groupl: 


表 4 显示、 蛋白酶 抑制 剂 NPGB 浓度 为 0.5x 10 “mol 工时 对 胚 泡 在 子宫 上 皮 细 了 胞 
单 屋 上 扩展 有 抑制 作用 ， 其 扩展 率 ‘82.8% ) 显著 低 于 对 照 组 的 扩展 率 (93.6%) 


(P<0.05)。 当 NPGB 的 浓度 升 至 1x 10 "mol/L 时 ， 不 但 抑制 胚 泡 的 粘 附 ， 糙 附 率 为 
76.8%， 而 且 对 胚 泡 的 扩展 也 有 明显 的 捉 制 作用 {图 Ls B;， 扩展 率 为 35.3%、 与 对 照 组 


OO 00D http://www.cqvip.com 


1 期 HERS. SA IA RSI fF H gr 


比较 差异 极 显著 ‘P<0.001)。NPGB 在 4v10 ‘mol.’ L 浓度 时 则 能 100°. HEI H HEER 


粘 附和 扩展 。 以 上 结果 表明 、NPGB 对 小 鼠 胚 泡 的 粘 附和 扩展 均 有 极 明显 的 抑制 作用 且 
具 剂 量 依赖 性 ， 其 作用 较 之 EACA 和 和 STI 两 种 抑制 剂 强 : 

培养 ?2 h 后 ， 未 粘 附 的 豚 泡 移入 不 含 蛋白 酶 捉 制剂 的 培养 液 中 继续 培养 48 h, Eé 
恢复 粘 附 和 扩展 〈 粘 附 率 和 扩展 率 均 为 100%o)。 


3 讨论 


本 文通 过 子宫 内 注射 和 离 体 实验 的 方法 村 蛋白 酶 抑制 剂 在 小 饼 肛 胎 着 床 中 的 作用 进行 
THR. GREER. EDREAMS RO. FEA OE LA A eA ST 
EACA 和 NPGB) HAER SdH DRUM E D. CE RHR SS | BR 
ARRERA A Be SD HP I ETB Le ER 
粘 附和 扩展 “〈 表 2 一 4)。 这 与 Dabich 等 (1974) 和 Harumi 等 (1981) 以 及 Dubm 等 (1980) 研 
究 蛋 白 酶 抑制 剂 对 小 鼠 或 大 鼠 胚 胎 着 床 影 响 的 实验 结果 基本 一 致 - 

小 鼠 子 宫 内 注射 和 小 鼠 胚胎 与 子宫 上 皮 细 胞 共 培 养 的 实验 结果 均 表 明 NPGB 的 抑制 
作用 最 强 ， 它 能 显著 地 抑制 小 鼠 胚 泡 的 着 床 和 在 子宫 上 皮 细 胞 单 屋 上 的 粘 附和 扩展 “ 表 I 
mo 这 可 能 由 于 NPGB 为 一 种 系列 蛋白 醇 的 竞争 抑制 剂 。 具有 同时 换 制 贱 集 白 酶 、 胰 
KAEA, RET PA 活性 的 作用 所 决定 的 ‘Goldberg 等 。1975); 

已 知 低 浓度 的 EACA 只 能 抑制 PA 的 活性 ， 而 高 浓度 时 具有 抑制 PA PRE ARES 
性 的 作用 (Alkjaersig 等 ，1959)。 本 研究 结果 显示 1 一 2“10 mol. L 的 EACA (RAER 
步 抑制 小 鼠 胚 胎 在 子宫 上 皮 细 胞 单 层 上 的 扩展 ， 当 浓度 增 至 4 一 12 “10 “mol L 时 对 小 
鼠 胚 泡 在 子宫 内 的 着 床 和 在 子宫 上 皮 细 了 胞 单 层 上 的 扩展 均 有 极 显著 的 抑制 作用 《“ 表 1 和 
D: 这 一 结果 进一步 说 明 同 时 抑制 多 种 量 白 酶 活性 对 胚胎 着 床 的 影响 强 于 抑制 单一 蛋白 酶 
活性 ， 从 而 证 明了 胚 胞 着 床 过 程 中 存在 多 种 蛋白 水 解 酶 的 协同 作用 。 

本 研究 所 用 的 胰 重 白 酶 抑制 剂 S 不 论 对 胚 泡 在 子宫 内 着 床 或 对 且 泡 在 子宫 上 皮 细 
胞 单 屋 上 扩展 的 抑制 作用 均 弱 于 EACA 和 NPGB。 这 可 能 是 因为 STI 只 具有 抑制 胰 和 蛋白 
酶 样 物质 的 活性 ， 且 STI 为 大 分 子 量 蛋白 酶 抑制 剂 难以 通过 完整 的 细胞 膜 ( Penn 等 . 
1976), 

i BREESE ABBA. POMOC EIN ID RERE EREA A 
ANF Sh AR BRIER A. ET AAE A REH St aE. 

BS SCA EA Se AL BPO A a RR EC RE. ET EA EO 
乳 动 物 着 床 中 的 调节 作用 机 理 还 有 待 进一步 研究 。 
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INHIBITION OF MOUSE IMPLANTATION BY 
PROTEINASE INHIBITORS 


Cao Yujing Hang Guangtas Zeng Guoging 


(Stare Kev Laboratory of Reproductive Biology, Institute of Zealner, the Chinese budem of Sewnee, Berme 10D0801 
Abstract 


In thts study. we examined effects of several proteinase inhibitors on implantation af 
mouse, 

We found that proteinase inhibitors soybean trypsin inhibitor (STI). e-aminocaproic 
avid (EACA) and nitrophenol-p-guanidina benzoate {NPGB) could significantly inhibit 
mouse implantation when injected into uterine during pre-tmplantaion. We also found that 
NPGB could significantly inhibit attachment and outgrowth of blastocysts on the uterine 
epithelia cell monolayer when added into co-culture system. and STI and EACA only inhib- 
ied the outgrowth of blastocysts on the uterine epitheha cell monolayer. 

These results suggested that proteolytic activities were involved m implantation. some 
Proteases such as trypsin and plasminogen activator had important functions during 
trophoblast invasion. 

Key words Proteinase inhibitor, Blastocyst. Implantatioun, Uterine epithelia cell monolay- 


er. Attachment, Outgrowth 


0000 http:Wwww.cqvip.com 


